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【背景】 
持続可能な次世代エネルギーとして、微細藻類によるバイオマス生産が注目されている。その中でも
Pseudococcomyxa ellipsoidea は、培地中の窒素源が欠乏するとトリグリセリド等の脂質を細胞内に蓄積し、そ
の量は乾燥重量の 30%にまで達するという特徴を有する。P. ellipsoideaの実用化に向けた課題の一つに、屋外で
の大量培養が挙げられる。しかし生物多様性確保の観点から、屋外で培養を行うには、他種由来の遺伝子を用い
ずに、自身の遺伝子のみを用いて行う遺伝子組換え、すなわちセルフクローニングによる形質転換体であること
が望ましい。そこで本研究では、P. ellipsoideaにおけるセルフクローニングとして、ウラシル要求性を選択マー
カーとしたクローニング方法の確立を試みた。P. ellipsoidea の場合、uridine 5’-monophosphate synthase
（UMPS）遺伝子に欠損があるとウラシル要求性となる。 
 
【結果】 
卒業研究時に得たウラシル要求性突然変異株（19r 株）を宿主として用いるため、この株における生育方法の
最適化を行った。19r株は、液体培地中のウラシル濃度が 1～2.5 mMである時に最も増殖が早かったが、野生株
よりも遅れて増殖を始めた。 
 
19r 株ゲノムの突然変異の同定を、次世代シーケンサーを用いて行った。既に同定されている UMPS 遺伝子
exon内の 27 bpの欠失突然変異に加え、機能不明な遺伝子内に一ヶ所、塩基置換が認められた。この株は、UV
照射による突然変異誘起処理後に得られた株であるが、突然変異が多数導入されてはいないと結論した。 
 
 P. ellipsoidea野生株から抽出したmRNAから cDNAを合成し、これを特異的プライマーを用いて PCRする
事によりUMPS遺伝子 cDNAを得た。PCR反応過程などで突然変異が導入されている可能性もあるため、得ら
れた UMPS 遺伝子 cDNA をシークエンスし、全長にわたって保存されていることを確認した。これを 19r 株に
導入して UMPS を発現させるために、P. ellipsoidea 由来の tubulin promoter と P. ellipsoidea 由来の actin 
terminator との間に UMPS 遺伝子 cDNA を挟んだ発現コンストラクトを PCR により作製した。作製した発現
コンストラクトは、クローニングベクターである pBluescript II KS+に繋がれ、これを UMPS発現プラスミド
として実験に使用した。 
 
 P. ellipsoideaへの遺伝子導入にはパーティクルガン法を用いた。19r株に対して上記発現プラスミドを細胞に
撃ち込んだ結果、ウラシルを含まない培地において 86 個のコロニーが得られた。UMPS 遺伝子がゲノムに導入
されているかどうかを確かめるために、これらのコロニーから簡易的にDNAを抽出しPCRにかけた。その結果、
UMPS遺伝子が導入されていると思われるバンドが 1つのコロニーにおいて確認された。 
 
 以上の結果より、得られたウラシル要求性突然変異体、および UMPS 発現プラスミドを用いて 19r 株のウラ
シル要求性を回復させることに成功した可能性がある。しかし、上記 PCR によってバンドを確認しただけでは
確実に遺伝子の導入に成功したとは言い切れない。そこで、得られた形質転換体を今後さらに精査する必要があ
る。具体的には、導入したUMPS遺伝子が発現および翻訳されているかを、リアルタイム PCRやウエスタンブ
ロッティング法等を用いて確認する。それと同時に、形質転換効率も依然として低いため、更なる条件検討が必
要である。 
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